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1は じ め に
　糖尿病を誘発したラットの腎臓では intercellular 
adhesion molecule（ICAM)-１の発現が増加し，糸球
体内へのマクロファージの浸潤が増加する1)．逆に，
ICAM-１を欠損した（ICAM-１-/-）マウスでは，糖尿
病誘発後の腎臓へのマクロファージの浸潤や腎機能障
害が抑制されることから2)，糖尿病性腎症の成因に炎
症が関与していることが示唆される．我々はまず，糖
尿病性腎症の腎組織において炎症を制御し，新規治療
ターゲットとなり得る分子を同定するため，DNAマ
イクロアレイでスクリーニングを行った3)．
DNAマイクロアレイと CCKの局在
　８週齢の雄性野生型マウス（C57BL/6J；WT）と
ICAM-１-/-マウスを①WT，② ICAM-１-/-，③糖尿病
WTおよび④糖尿病 ICAM-１-/-に分け，糖尿病（DM）
群は８および９週齢時に streptozotocin（STZ）100㎎/
㎏の腹腔内投与を行い，非糖尿病（NDM）群はクエン
酸緩衝液の腹腔内投与を行った．糖尿病誘発３か月後
に腎臓を採取し，腎皮質の遺伝子発現プロファイルを
糖尿病の腎臓において cholecystokinin はマクロファージ
に対する抗炎症作用を介した新規の保護効果を発揮する
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2DNAマイクロアレイで解析した．ICAM-１が糖尿病
性腎症における炎症の進展において重要な役割を果た
すことから，我々は糖尿病WTマウスと糖尿病
ICAM-/-マウスとの遺伝子発現の相違に注目して解析
を行った．
　糖尿病WTマウスの腎皮質で糖尿病 ICAM-/-マウ
スに比し発現が２倍以上増加し，かつ非糖尿病WTマ
ウスと ICAM-/-マウスでは発現増加を認めなかった遺
伝子は33遺伝子あり，この中に cholecystokinin（CCK）
が含まれていた（図１Ａ）．腎皮質の real-time PCR で
も糖尿病WTでは非糖尿病群に比し cholecystokinin
（CCK）の発現が３倍以上増加しており，糖尿病
ICAM-１-/-ではその増加が抑制されていた（図１Ｂ）．
一方，CCK-1 receptor（CCK-1R），CCK-2 receptor
（CCK-2R）には発現変化は認められなかった（図１
Ｃ，Ｄ）．
　CCKは消化管運動への関与や神経伝達物質として
の作用が広く知られており4,5)，抗炎症作用を示唆する
報告もなされている6,7)．さらにCCK-1R，CCK-2R両
者とも腎組織とマクロファージの両者に発現してお
り8ﾝ10)，腎組織における炎症との関連が示唆される．し
かし，腎臓におけるCCKの分布や役割についてはほ
とんど報告がない．酵素抗体法による染色で検討した
ところCCKはWTマウスの腎組織に広く分布してい
たが（図１Ｅ-Ｇ），糖尿病を誘発すると遠位尿細管と
糸球体内により強い染色を認めた（図１Ｈ-Ｊ）．次に，
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図１　DNAマイクロアレイと腎におけるCCKの発現・分布
Ａ：腎皮質を用いたDNAマイクロアレイの結果を cluster 分析により図示した．糖尿病WTマウスの腎皮質で糖尿病 ICAM-/-マウス
に比し発現が２倍以上増加し，かつ非糖尿病WTマウスと ICAM-/-マウスでは発現増加を認めなかった遺伝子は cluster４に分類され，
この cluster に CCKが含まれている．Ｂ-Ｄ：腎皮質におけるCCK，CCK-1R，CCK-2RのmRNA発現．糖尿病を誘発したWTマウ
スの腎ではCCKのmRNA発現が増加した（Ｂ）が，糖尿病を誘発してもCCKのレセプターmRNAの発現には変化は認められない
（Ｃ，Ｄ）＊＊＊P＜0.001；＊P＜0.05．Values：the means ± SEM．Ｅ-Ｊ：非糖尿病マウス（Ｅ-Ｇ）と糖尿病マウス（Ｈ-Ｊ）の腎
組織におけるCCKの分布．Scale bars：50µm．（転載許諾を得て文献３より一部改変して引用）
3糖尿病性腎症の発症・進展におけるCCKの役割を
CCK-1R，CCK-2Rのダブルノックアウト（1R-/-，-2R-/-）
マウスを用いて検討した．
WTマウスと 1R-/-，-2R-/-マウスにおける糖尿病誘発
後のアルブミン尿の推移と腎の炎症
　８週齢の雄性WTマウスと1R-/-，-2R-/-マウスを 
①WT，② 1R-/-，-2R-/-，③糖尿病WT，④糖尿病 1R-/-， 
-2R-/-に分け，糖尿病群には上記と同様 STZで糖尿病
を誘発し，３か月後に腎臓を採取した．また，CCK-1R
ノックアウト（1R-/-）マウスとCCK-2Rノックアウト
（2R-/-）マウスの糖尿病群も作成し，アルブミン尿を
比較した．
　糖尿病誘発３か月後の尿中アルブミンは糖尿病 
1R-/-，-2R-/-群では他の糖尿病３群に比し糖尿病誘発後
から著明な増加を認めた（図２Ａ）．糖尿病 1R-/-マウ
スまたは糖尿病 2R-/-マウスにおいても，糖尿病発症早
期から著明なアルブミン尿増加を認めたが，その増加
は糖尿病 1R-/-，-2R-/-群で最も顕著であった（図２Ａ）．
糸球体面積，メサンギウム基質面積はいずれも糖尿病
1R-/-，-2R-/-群では有意に増加した（図２Ｂ-Ｄ）．腎皮
質におけるCCKの発現は糖尿病WT群と糖尿病 1R-/-， 
-2R-/-群で同程度であった（図２Ｅ）．しかし，糖尿病
1R-/-，-2R-/-群では腎皮質における炎症関連分子の発現
と，尿細管障害のマーカーであるKIM-１の発現が糖
尿病WT群に比し有意に増加していた（図２Ｆ-Ｉ）．
以上より，２つのCCK receptor をダブルノックアウ
トすると，糖尿病誘発後の腎組織障害が顕著に悪化し，
腎における炎症も増悪することが明らかになった．
キメラマウスにおける糖尿病誘発後のアルブミン尿の
変化
　７～９週齢の雄性WTマウスと1R-/-マウスに前処
置として計 9Gy のＸ線全身照射を行った．照射後の
1R-/-マウスには非照射WTマウスから採取した骨髄
を移植し，照射後のWTマウスには非照射WTマウ
スまたは非照射 1R-/-マウスから採取した骨髄を移植
した．骨髄移植４週後に STZで糖尿病を誘発し，以降
４週間アルブミン尿の変化を観察した．
　1R-/-マウスの骨髄をWTマウスに移植したモデル
では，その逆に移植したモデルに比し，糖尿病誘発後
のアルブミン尿が有意に増加した（図２Ｊ）．以上よ
り，早期の糖尿病性腎症モデルにおいては，マクロフ
ァージ上のCCK-1Rが重要な役割を果たしているこ
とが明らかになった．
　次にCCKの腎保護効果を検証するため，sulfated 
CCK octapeptide（CCK-8S）の投与実験を行った．
糖尿病ラットにおける CCK-8Sの腎保護効果
　４週齢の雄性 SDラットを①非糖尿病群，②糖尿病
群，③糖尿病CCK-8S 投与群（各群７匹）に分け，糖
尿病は５週齢の時点で STZ 65㎎/㎏の静脈投与によ
り誘発した．６週齢の時点でCCK-8S 投与群では浸透
圧ポンプを皮下に埋め込み５ug CCK-8S/㎏・ﾁで持
続投与を行い，他群には0.9%生理食塩水の持続投与を
行った．糖尿病誘発８週後に腎臓を採取した．
　糖尿病誘発８週後の血圧，体重，HbA1c および腎重
量は糖尿病群間には有意差は認めなかったが3)，尿中
アルブミンの増加は糖尿病CCK-8S 投与群で有意に
抑制された（図３Ａ）．さらに，糖尿病誘発後のメサン
ギウム基質面積の増加は糖尿病CCK-8S 投与群で有
意に抑制された（図３Ｂ-Ｄ）．ラット腎皮質において，
糖尿病誘発後の ICAM-１，CD68，TGF-βなどの炎症
関連分子の発現は，糖尿病生食投与群に比し糖尿病
CCK-8S 投与群で有意に抑制された（図３Ｅ-Ｈ）．さ
らに糖尿病誘発後の腎皮質におけるNF-κBの活性化
はCCK-8S 投与群で有意に抑制された（図３Ｉ）．
THP-１細胞（ヒト単球系細胞）における CCK-8Sの
抗炎症・抗遊走効果
　THP-１細胞を5.5ﾋのD-glucose と10%のFCS を
含んだ培地で72時間培養後，無血清培地で12時間培養
した．上記の前処置後の細胞を，正常血糖（NG；5.5
ﾋ），マンニトール（Mn；15ﾋ）および高血糖群（HG；
15ﾋ）に分け，さらに高血糖群に scramble ペプチド
（10-6M），CCK-8S（10-8～10-6M）またはCCK-8S（10-6M）
と proglumide（10-5M）の両者を加えた各群を作成し
た．Proglumide は CCK-1Rと CCK-2Rの両者の阻害
薬として用いた．72時間培養後にRNAを抽出し，real-
time PCR で TNF-αの発現について検討を行った．
THP-１細胞の遊走は24-well transwell を用いて評価
した．THP-１細胞は0.1% BSAを含む培地で24時間
前処置後，上部容器にTHP-１細胞とコントロールペ
プチド（10-6M），CCK-8S（10-8～10-6M）またはCCK-8S
（10-6M）と proglumide（10-5M）の両者を加えた各群
を作成し，下部容器には100ﾍ/㎖の CCL2を加えて２
　 CCKの腎保護効果：宮本　聡，他16名 　
4時間培養し，遊走細胞を定量した．
　CCK-8S は高血糖刺激によるTNF-αの発現増加
（図３Ｊ）とCCL2刺激による遊走（図３Ｋ）を濃度
依存性に抑制し，これらの効果は proglumide の添加
より消失した．
お わ り に
　今回の報告で，CCKは糖尿病の腎臓で増加し，CCK
レセプターを介してマクロファージに関連した炎症を
制御していることが明らかになった．これまでにマク
ロファージ上のCCK-1Rは CCK-2Rに比し，抗炎症
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図２　1R-/-，-2R-/-マウスと野生型マウスにおける糖尿病誘発後の変化
Ａ：尿中アルブミン・クレアチニン比（UACR）の推移．1R-/-，-2R-/-マウスではWTマウスに比し糖尿病誘発後早期からUACRの増
加を認めた．＊＊＊P＜0.001，＊P＜0.05 vs.糖尿病WTおよび非糖尿病群．†P＜0.05 vs.非糖尿病群．Ｂ-Ｄ：腎組織の PAM染色
（Ｂ），糸球体面積（Ｃ）およびメサンギウム基質面積率（Ｄ）．Scale bar：50µm. ＊＊＊P＜0.001；＊P＜0.05．Ｅ-Ｈ：腎皮質におけ
るCCK（Ｅ），CCL2（Ｆ），ICAM-1（Ｇ），CD68（Ｈ）およびKIM-1（Ｉ）のmRNA発現．＊＊＊P＜0.001；＊P＜0.05．Ｊ：骨髄移
植マウスの糖尿病誘発後のUACRの変化．1R-/-マウスの骨髄をWTマウスに移植したモデル（1R-/- →WT）では，その逆に移植した
モデル（WT→1R-/-）に比し，糖尿病誘発後のアルブミン尿が有意（P＜0.05）に増加した．Values：the means ± SEM. （転載許諾
を得て文献３より一部改変して引用）
5　 CCKの腎保護効果：宮本　聡，他16名 　
A
ur
in
ar
y 
al
bu
m
in
 e
xc
re
tio
n 
(μ
g/
da
y)
 
0
500
1,000
1,500
0 2 4 8 (week)
DM
DM-CCK
NDM
*
*** ††
T
G
F
-β
/β
-a
ct
in
(ratio)
NDM DM DM-CCK
0
1.0
2.0
3.0
*** ***
G
C
D
68
/β
-a
ct
in
(ratio)
E
0
1.0
2.0
3.0
* *
NDM DM DM-CCK
K
IM
-1
/β
-a
ct
in
NDM DM DM-CCK
0
2.0
6.0
8.0
(ratio)
4.0
*** * *
H
IC
A
M
-1
/β
-a
ct
in
(ratio)
*
0
1.0
2.0
3.0
F
****
NDM DM DM-CCK
N
F
-κ
B
ac
tiv
ity
 (
ng
/m
g 
pr
ot
ei
n)
0
400
800
* *
I
NDM DM DM-CCK
M
es
an
gi
al
 m
at
rix
 in
de
x 
(%
 c
on
tr
ol
)
D
300
200
100
0
******
NDM DM DM-CCK
C
******
NDM DM DM-CCK
15.0
10.0
5.0
0G
lo
m
er
ul
ar
 s
iz
e 
(x
10
3 μ
m
2 )
Mn (15mM)
CCK-8S (-log M)
scramble (-log M)
HG (15mM)
Proglumide (10μM)
0
0.5
1.0
1.5
(ratio)
T
N
F
-α
/β
-a
ct
in
†
***
***
***
- + - - - -
78--
- -
-
-
-
6 - -
- - + + + +
-
6
-
+
-
6
-
+
- - - - - - - +
J
0
2.0
4.0
CCL2 (100ng/ml)
CCK-8 (-log M)
scramble (-log M)
upper chamber
lower chamber
- + + + + ++
667-
- -
-
6
8
- - -
- - - - - +
-
-
-Proglumide (10μM)
*
*
†
1.0
3.0
(ratio)K
B
NDM DM DM-CCK
図３ CCK-8S の腎保護効果とTHP-１細胞における抗炎症効果
Ａ：非糖尿病ラット（NDM），糖尿病ラット（DM）およびCCK持続投与糖尿病ラット（DM-CCK）における尿中アルブミン排泄量
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サンギウム基質の増加が抑制された．＊＊＊P＜0.001．Ｅ-Ｈ：腎皮質におけるCD68（Ｅ），ICAM-１（Ｆ），TGF-β（Ｇ）およびKIM-
１（Ｈ）のmRNA発現は CCK-8S 投与により有意に抑制された．＊＊＊P＜0.001；＊P＜0.05．Ｉ：NF-κB（p65）のDNA結合活性は
CCK投与により有意に抑制された．＊P＜0.05．Ｊ：CCK-8S は高血糖刺激によるTNF-αのmRNA発現を有意に抑制し（CCK-8S 
10-6Mで投与時），その効果は proglumide 投与により消失した．＊＊＊P＜0.001 vs. NG およびMn．†P＜0.05 vs. HG, HG＋scramble
およびHG＋CCK-8S＋proglumide．Ｋ：CCK-8S は CCL2刺激による遊走を濃度依存性に抑制し，この抗遊走効果は proglumide の添
加より消失した．＊P＜0.05 vs. CCL2，CCL2＋scramble，CCL2＋CCK-8S＋proglumide．†P＜0.05 vs. CCL2．Values：the means 
± SEM. （転載許諾を得て文献３より一部改変して引用）
6作用において主要な役割を有することが報告されてい
る7)．我々は 1R-/-マウスを用いた骨髄移植実験を行い，
腎組織におけるCCK-1Rよりもマクロファージ上の
CCK-1Rが糖尿病誘発後の腎症の発症・進展に重要
な役割を果たしていることを明らかにした．糖尿病性
腎症の腎組織ではNF-κBが活性化され，ICAM-１の
発現調整に関与していることが報告されている11)．我
々は糖尿病ラットの腎皮質においてCCK-8S 投与に
より ICAM-１の発現とNF-κBの活性が有意に抑制
されることを示した．CCK-8S は糖尿病の腎において
NF-κBの活性を抑制することで，ICAM-１の発現を
抑制し，結果としてマクロファージの腎への浸潤を抑
制していることが示唆される．さらに，我々の検討に
より高血糖下でのTNF-αの発現抑制効果とCCL2 
刺激による遊走抑制効果がTHP-１細胞における
CCK-8S の抗炎症作用の機序であることも明らかとな
った．糸球体上皮細胞のマーカーである nephrin の発
現はTNF-αにより抑制されることが報告されてお
り12)，CCK-8S 投与により糸球体内のTNF-αの発現
が抑制されたことで，糸球体上皮細胞の減少が抑制さ
れ，アルブミン尿の抑制に寄与した可能性も示唆され
る．CCK-8S の血中半減期は短く，臨床応用上の問題
であるが，近年，血中半減期の長い PEGylated-CCK-10
などが精製されており13)，今後の臨床応用が期待される．
　CCKは糖尿病の腎臓において，マクロファージに対
する抗炎症効果を介して腎保護的に作用しており，糖
尿病性腎症や他の炎症性疾患の治療においても新規の
治療標的となりうることが示唆された．
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